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® Verfahren zum Einbringen von Genmaterial in Organelles insbesondere Chloroplasten 



o 



In Pufferlosung suspendierte Organellen, insbesondere 
Chloroplasten, werden in einer feinen Glaskapillare aufge- 
nommen. durch fokussierte Laserstrahlen mit Wellenbe- 
reich von 280 bis 340 nm und Wirkungsdurchmesser von 100 
b.s 300 nm so behandelt, daS in der Membranhulle eine 
punktformtge Offnung kurzzeitig entsteht. durch die in der 
Pufferlosung enthaltenes fremdes Genmaterial in die Or- 
ganelle eindiffundieren kann. Die Organellen werden dann in 
isoi.erte Protoplasten oder Pflanzenzellen implantiert und 
diese vermehrt und zu neuen Pflanzen entwickelt 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zum Einbringen von Genmaterial in 
isolierte Organellen. dadurch gekennzeichnet, daB 
man isolierte Organellen in einer Pufferlosung. die 
das Genmaterial gelost enthalt. suspendiert, die 
Suspension in eine Glaskapillare uberfuhrt und die 
Organellen einem fokussierten U V-Laserstrahl mit 
280 — 340 nm Wellenlange. dessen Fokus sich inner- 
halb der Glaskapillare befindet. aussetzt, wobei La- 
serpulse bei SichttfbTftfblle Inner derrv Mikroskop 
ausgelost werden.?Job"aldi jeweils eine 'Organelle 
sich mit der OberflaGhe^ seiner .Mpmbranhullex an 
der Stelle des Fokus des Laserstrahls befindet. wor- 
auf die auf diese Weise ca. lOSekunden lang mit 
einer punktformigen Offnung in der Membranhiille 
versehenen Organellen nach dem SchlieBen der 
Offnung isoliert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man als Organellen Chloroplasten 
verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB man als Genmaterial DNS ande- 
rer Organismen verwendet und in die Chloropla- 
sten einbringt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man eine DNS verwendet. die herbi- 
zid-resistente Proteine codiert. 

5. Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 bis 
4 zum Gentransfer bei der Herstellung neuer Pflan- 
zensorten mittels Zell- und Gewebekulturen, da- 
durch gekennzeichnet. daB man die behandelien 
Chloroplasten in isolierte Protoplasten oder Pflan- 
zenzellen implantiert. diese isoliert und vermehrt 
und daraus in an sich bekannter Weise eine neue 
Pflanze entwickelt. 

6. Verfahren zum Einbringen von Genmaterial in 
Organellen. wie Chloroplasten von Pflanzenzellen, 
dadurch gekennzeichnet. daB man in die innere 
Zellflussigkeit isolierter Zellen fremdes Genmateri- 
al injiziert, diese Zellen bei Sichtkontrolle unter 
dem Mikroskop mit fokussierten UV-Laserpulsen 
mit 280 — 340 nm Wellenlange so bestrahlt, daB sich 
der Fokus im Inneren der Zelle an der Oberflache 
eines darin enthaltenen Chloroplasten befindet und 
eine punktformige Offnung der Membranhiille be- 
wirkt. worauf die Zellen isoliert und vermehrt und 
zur Entwicklung neuer Pflanzen verwendet wer- 
den. 

7. Abwandlung des Verfahrens nach Anspruch 6. 
dadurch gekennzeichnet, daB anstelle von Pflan- 
zenzellen Hefezellen verwendet werden, in die 
fremdes Genmaterial injiziert wird. worauf bei den 
Mitochondrien im Innern der Zelle durch die fokus- 
sierten Laserpulse punktformige Offnungen in der 
Membranhulle erzeugt werden und dann die Hefe- 
ze-len seiektioniert und vermehrt werden. 

Beschreibung 

E:; ist bercits sei t langerem bekannt. durch die mikro- 
ehirurgische Methode mittels fokussierter Laserstrah- 
len unter dem Mikroskop eukariotnische Zellen zu ver- 
andern und zu behandeln. So konnten durch die Laser- 
strahlen in pflanzlichen Zellen Chloroplasten oder Teile 
von Chloroptasteh selektiv zerstort und bei Drosophila- 
zeilen auch bestimmte Bereiche der Chromosomen ge- 
sp;iiten oder zerstort werden. um auf diese Weise gewis- 



se Anderungen der Zellstrukturen in den suspendierten 
Zellen zu erreichen; vgL M. W. Berns et al in SCIENCE, 
Bd. 213, S. 505 — 513 (1981). Auch hat man bei den in 
Pufferlosungen suspendierten Zellen, z. B. bei solchen 
5 von Nierenzellkulturen, unter dem Mikroskop die Zell- 
wandung mittels Laserstrahlen so perforiert, daB dann 
Genmaterial aus dem Suspensionsmedium, d. h. darin 
geloste Desoxyribonucleinsauren (DNS) anderer Or- 
ganismen, in die Zellen eindiffundieren konnte, um so 
io eine genmodifizierte Zelle zu erhalten. Bei diesen Ver- 
suchen wurde ein U V-Laserstrahl mit 355 nm Wellen- 
lange verwendet und unter Sichtkontrolle der Laser- 
strahl etwa 10 ns lang auf die Zellwand zur Einwirkung 
gebracht. Durch die hierbei erzeugte Offnung mit 
15 Durchmesser im Mikrometerbereich von 1— 5 u.m in 
der Zellmembran konnte dann aus dem Zellsuspen- 
sionsmedium die darin geloste DNS eindringen; vgl. 
M.Tsukakoshi et al in AppL Phys. B 35, S. 135-140 
(1984) sowie Shunichi Kurata et al in Exp Cell Res 162 
20 (\9S6) 372 — 378 und Cell Structure and Function 11, 
205-207 (1986) sowie EP-A 01 37 504. 

Versuche in gieicher Weise mit diesen Laserstrahlen 
auch isolierte Organellen, wie Chloroplasten der pflanz- 
lichen Zellen, die in gieicher Weise in einem Suspen- 
25 sionsmedium aufgeschlammt waren, unter dem Mikro- 
skop zu offnen und so genetisch zu verandern, fuhren 
nicht zum Erfolg. Die Chloroplasten wurden wie schon 
bei den eingangs erwahnten, vorbeschriebenen Versu- 
chen durch die mikrochirurgische Behandlungsmethode 
30 zerstort. 

Es wurde nun uberraschenderweise festgestellt, daB 
es dann gelingt, bei den isolierten Organellen, z. B. bei 
Chloroplasten von pflanzlichen Zellen, eine Offnung der 
Membranhulle fur einen derartigen Gentransfer zu er- 

35 reichen, wenn man die isolierten und in einer Pufferlo- 
sung suspendierten Chloroplasten in einer feinen Gas- 
kapillare, deren innerer Durchmesser etwa dem 1,5- bis- 
3fachen Durchmesser der betreffenden Organellen ent- 
spricht und vorzugsweise 15 — 20 jim lichte Weite auf- 

40 weist, einem fokussierten Laserpuls mit Wellenlange im 
Bereich von 280 bis 340 nm und einem Wirkungsdurch- 
messer von 100 bis 300 nm aussetzt Dadurch, daB der 
Strahl so gesteuert wird, daB die maximale Fokussie- 
rung des Strahls erst hinter der Glaskapillarwandung an 

45 der Oberflache des manipulierten Chloroplasten erfolgt, 
wird dort kurzzeitig eine sehr feine kleine Offnung im 
Nanometerbereich in der Chloroplastenmembran er- 
reicht, ohne daB der Chloroplast hierbei dauernd ge- 
schadigt wird. Diese kleine, wenige 100 nm groBe Off- 

50 nung schlieBt sich nach etwa 10 Sekunden wieder selb- 
standig. 

Diese Zeitspanne reicht aus, um zu erreichen, daB 
etwas von dem in der Pufferlosung enthaltenen Genma- 
terial in die Chloroplasten einwandern kann. 

55 Durch eine unterschiedliche osmotische Konzentra- 
tion der Pufferlosung kann das Eindringen des Genma- 
terials in die mit dem Laserstrahl geoffneten Chloropla- 
sten gefordert werden. Von Vorteil ist es, wenn man 
Chloroplasten in der Glaskapillare behandelt, die vor- 

bo.her durch kurzzeitiges einbringen in eine Pufferlosung 
mit erhohtem osmotischen Druck gegenuber der inne- 
ren Chloroplastenflussigkeit, d. h. mit hoherer Osmolari- 
tat, etwas geschrumpft sind. Die geschrumpften isolier- 
ten Chloroplasten werden dann in einer Pufferlosung 

65 mit demselben osmotischen Druck. die dann auch die 
betreffende einzuschleusende DNS enthalt. suspendiert, 
worauf diese Suspension in die Glaskapillare aufgenom- 
men und dort dem Laserstrahl ausgesetzt wird. Auf die- 
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se Weise wird erreicht, daB in der kurzen Zeit der Off- 
nung der Membran der Chloropiasten eine groBere 
Menge an Pufferfliissigkeit mit der DNS einstromt, be- 
vor sich die Offnung in der Membran wieder selbstandig 
schiieBt. 5 

Die so erstmals durch eine nanochirurgische Behand- 
lung erfindungsgemaB mit zusatzlichen Genen versehe- 
nen Chloropiasten werden schlieBIich von dem Suspen- 
sionsmedium abgetrennt, erneut in Pufferlosung sus- 
pendiert und in an sich bekannter Weise unter dem 10 
Mikroskop in isolierte Protoplasten oder Zellen trans- 
plantiert und vermehrt. Die in der Glaskapillare mit dem 
Laserstrahl behandelten Chloropiasten konnen gegebe- 
nenfalls auch unmittelbar aus der feinen Glaskapillare in 
'die betreffenden"isolierten Pflanzenzellen implantiert 15 
werden, indem man die Glaskapillare, die vorzugsweise 
an ihrem einen Ende verjiingt ist, gleich als Injektions- 
nadel fur das Injizieren der Chloropiasten in den Proto- 
plast oder die Zelle verwendet. 

Pflanzliche Zellen mit der zusatzlichen genetischen 20 
Information in den Chloropiasten werden selektioniert 
und konnen durch die bekannten Methoden der Zeliver- 
mehrung und -gewebekulturen, Kallusbildung usw. zur 
Regeneration von Pflanzen mit zusatzlichen, d. h. frem- 
den Genen im Genom verwendet werden. Auf diese 25 
Weise konnen z. B. herbizidresistente Pflanzen gezuch- 
tet werden, wenn man klonierte Gene, die die Bildung 
von solchen Enzymen codieren, die gegen bestimmte 
Herbizide resistent sind, in die Chloropiasten ein- 
schleust, die in die Zellen fur die Zellkultur der betref- 30 
fenden Pflanzen implantiert werden. 

Die Fig. 1 zeigt schematisch die erfindungsgemaBe 
nanochirurgische Behandlung der Organelles d. h. der 
Chloropiasten. In einer Glaskapillare (1) befinden sich 
isolierte Chloropiasten (2) in einem Suspensionsmedi- 35 
urn, in dem die zu implantierende DNS (3) gelost ist. Die 
Laservorrichtung fur Strahlen mit 280—340 nm wird 
mit ihrem Strahlerkopf (4) in einem solchen Abstand 
uber der Glaskapillare angeordnet, daB der Fokus des 
Laserstrahls (5) sich etwa in der Mitte der Kapillare 40 
befindet. Unter dem Mikroskop wird nun langsam die 
Chloroplastensuspension durch die Kapillare unter 
Sichtkontrolle durch das Mikroskop bewegt. Dann, 
wenn einer der Chloropiasten sich im Bereich des Fo- 
kuspunktes befindet, wird der Laserpuls ausgelost. 45 
Durch die so erzeugte punktformige Offnung von 
100-300 nm Durchmesser tritt das Suspensionsmedi- 
um mit darin geloster DNS (3) in den Chloroplast ein, 
dessen Membranhiille sich nach kurzer Zeit wieder selb- 
standig schiieBt. Auf diese Weise werden nacheinander 50 
die in der Kapillare aufgesaugten isolierten Chloropia- 
sten behandelt. Sie konnen dann in Protoplasten, Algen- 
zellen oder hohere pflanzliche Zellen implantiert und 
dort vermehrt werden. 

In weiterer Ausbildung der Erfindung wurde auch 55 
erkannt,daB man mit Hilfe des fokussierten Laserstrahls 
der beanspruchten Wellenlange und Energie auch die 
Chloropiasten unter dem Mikroskop innerhalb einer Al- 
gen- oder Pflanzenzelle unmittelbar erfindungsgemaB 
behandeln kann, wenn man die in die Chloropiasten 60 
einzubringende DNS zuvor in die Zellflussigkeit inji- 
ziert hat und dann den Laserpuls so einrichtet, daB der 
Laserstrahl durch die Zellmembran dringend erst an der 
Chloroplastenoberflache punktformig iokussiert ist. 
Hierbei wird die Zellmembran selbst uberraschender- 6 5 
weise nicht geschadigt, da der Laserstrahl beim Durch- 
tritt durch die Zellmembran noch nicht maximal fokus- 
siert ist, was erst innerhalb der Zeile an der Oberflache 
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des jeweils zu behandelnden Chloroplasts.der Fall ist, 
wo die dort gebtindelte Energie zur Offnung der Chlo- 
roplastenmembran fiihrt. Bcim Durchtritt durch die 
Zellmembran ist die Energie noch auf cine so groBc 
Flacheneinheit verteilt. daB dort keine Schadigung und 
Perforierung bzw. Offnung der Zellhiille eintritt. Erst 
innerhalb der Zelle ist der Strahl so fokussiert, daB beim 
Auftreffen auf die Chloroplastenrnembran die Energie 
zur punktformigen Offnung ausreicht. Auch hierbei tritt 
dann Zellflussigkeit mit der darin suspendierten DNS in 
den Chloropiasten ein, worauf sich nach ca. lOSekun- 
den diese Offnung wieder schiieBt. Die schematische 
Zeichnung der Fig. 2 zeigt diese Ausfuhrungsform der 
erfindungsgemaBen Behandlung der Organellen in situ, 
d. h. innerhalb der betreffenden Zelle (1), in deren Zell- 
flussigkeit sich die Chloropiasten (2) und die injizierte 
DNS (3) befindet. Der Strahl des Lasers (4) ist so gesteu- 
ert, daB sein Fokus im Inneren der Zelle liegt. 

Das neue nanochirurgische Verfahren mittels fokus- 
sierter Laserstrahlen des beanspruchten Wellenbe- 
reichs laBt sich bei den verschiedensten Organellen an- 
wenden. AuBer den Chloropiasten von Algen und hohe- 
ren Pflanzen konnen auch die Membranhiillen oder Or- 
ganellen von Hefezellen ohne bleibende Schadigung 
punktformig und kurzzeitig geoffnet werden, so daB 
Genmaterial, das dem Suspensionsmedium oder der In- 
nenflussigkeit der Hefezellen zugefugt wurde, in die 
Mitochondrien eindringt. Das neue nano-chirurgische 
Verfahren zur Gentransplantation uber die Organellen 
der Zellen ist daher vielseitig anwendbar. 

Zum Nachweis, daB bei dieser erfindungsgemaBen 
Manipulation in der Glaskapillare tatsachlich die im 
Suspensionsmedium enthaltene DNS in der kurzen Zeit 
durch die punktformige Offnung in den Chloroplast ein- 
gedrungen ist, wurde eine durch eine fluoreszierende 
Gruppe substituierte, d. h. markierte DNS verwendet. 
die in dem Suspensionsmedium fur die zu bestrahlenden 
isolierten Chloropiasten gelost wurde. Nach der Be- 
handlung mit dem Laserstrahl wurden die Chloropia- 
sten aus der Glaskapillare in ein Medium uberfiihrt, wel- 
ches Desoxyribonuclease enthielt. Nach Ablauf der zur 
Spaltung der DNS notwendigen Inkubationsdauer war 
die gesamte markierte freie DNS in der Losung abge- 
baut, nicht dagegen die in die Chloropiasten implantier- 
te DNS, was durch Fluoreszenz der Chloropiasten im 
UV-Licht unter dem Mikroskop erkennbar war. 

Dieser Befund zeigt, daB wahrend der kurzen Off- 
nungszeit genugend DNS in die Chloropiasten einge- 
drungen war und sich die mittels des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens erzeugte Offnung in der Chloroplasten- 
rnembran nach kurzer Zeit wieder selbstandig ver- 
schlossen hat Der eingedrungene DNS-Anteil war ge- 
gen die Behandlung mit dem Enzym geschiitzt und 
machte diese Chloropiasten dann fluoreszierend 

Die Fig. 3 zeigt eine mikroskopische Aufnahme der 
isolierten, durch die erfindungsgemaBe Behandlung mit 
Fluoreszenz-markierter DNS versehenen Chloropia- 
sten nach Inkubation mit dem DNS abbauenden Enzym. 

Das nachfolgende Beispiel dient zur naheren Erlaute- 
rung der Erfindung anhand von Chloropiasten, die aus 
Zellen des Raps (Brassica napus L.) erhalten wurden: 

Beispiel 

1. Gewinnung von Protoplasten aus Hypokotylen. 
Hypokotyle steril gekeimter Rapspflanzchen wer- 
den in folgender Enzymiosung zu Protoplasten ver- 
daut. Die Protoplasten dienen als Rezipienten fur 
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Chloroplasten. 
Zusammensetzung: 

Ceilulase "Onozuka R 1 0" 
Pectinase "Macerozyme RIO" 
Mannit 



0,5% 
0.1% 
0.385 M 



Kulturmedium(GIimeiius 1984) 

pH 5,7. Gesamtosmolaritat 0.525 osmol x kg-' 

2. Herstellung von Protoplasten aus Mesophyll. 
Sterile Blattchen werden in der Enzymlosung (sie- 
he I)verdaut. 

3. Waschen der Protoplasten 

Protoplasten werden nach Beendigung der Enzym- 
verdauung drei mal durch Zentrifugation gewa : 
schen (100 x g; 5 min) Zusammensetzung des 
Waschpuffers: 



Kaiiumchlorid 

Ammoniumnitrat 

Kaliumdihydrogenphosphat 

Calciumchlorid 

Saccharose 



252 mM 

2 mM 
1 mM 

3 mM 
50 mM 



zimid (Hoechst 33258) markiert. 

8. Die Laserbestrahlung erfolgte in einem Mikro- 

skop (Zeiss IM35). 

AIs Laser werden in Excimer Laser EMG 103MSC 
und ein Farbstofflaser FL 2002 der Firma Lambda 
Physik verwendet. Der Laserstrahl wird durch ein 
Objektiv Ultrafiuar 100 (Zeiss) fokussiert. 



15 



Sorbitol 
Natriumchlorid 

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure 

Cvstein 

EDTA 

Kaliumdihydrogenphosphat 

Magnesiumchlorid 

Manganchlorid 

DH6.1 



0,55 M 
83 mM 
16.67 mM 
4,7 mM 
3.3 mM 
0.83 mM 
1.67 mM 
1,67 mM 



20 



25 



30 



pH 5.6, Gesamtosmolaritat 0,525 osmol x kg-* 

4. Die Hypokotylprotoplasten (Rezipienten) wer- 
den in Kulturmedium resuspendiert, das 2% Aga- 
rose enthalt und anschlieQend auf Deckglasern aus- 
plattiert. Das Kulturmedium ist beschrieben von 
Glimeiius in Physiol. Plant 61.38—44(1984). 
Isolation von Chloroplasten aus Mesophyllproto- 
plasten 

5. Herstellung von Chloroplasten aus Protoplasten. 
Die Protoplasten werden nach dem letzten Wasch- 
schritt in Chloroplastenpuffer (Zusammensetzung 35 
siehe unten) aufgenommen. Mil einer Spritze und 
einer Kanule werden die Protoplasten aufgebro- 
chen. Die groBen Zellbestandteile werden von den 
Chloroplasten durch Zentrifugation bei 50 x g 
(5 min) getrennt. AnschlieQend werden die Chloro- 
plasten bei 1000 x g fur 2 min sedimentiert. Die 
Chloroplasten werden in Puffer resuspendiert. 
Zusammensetzung des Chloroplastenpuffers: 



40 



45 



50 



Wellenlange: 
Pulsdauer: 
Energie: 
Strahlqualitat: 



340 nm 
15 nsec. 
1-10 pj 
TEMoo 



Die Zeit nach dem Laserpuls, in der die Chloropla- 
stenmembran geoffnet ist, betragt weniger als 10 sec. 
Wahrend dieser Zeitspanne ist markierte DNS in das 
Innere der Chloroplasten eingedrungen. Nach Zugabe 
von Desoxyribonuclease zum Suspensionsmedium wird 
die Fluoreszenz der aufgenommenen DNS durch eine 
Videokamera und ein Bildverarbeitungssystem (Hama- 
matsu Image Processor C1966) beobachtet. Die Fig. 3 
zeigt das hierbei erhaltene Bild. Die Bestandigkeit der 
Fluoreszenz der markierten DNS in den Chloroplasten 
laBt erkennen, daB die Chloroplastenmembran sich nach 
Laserbehandlung und DNS-Aufnahme wieder selbstan- 
dig geschlossen hat. da dieser Anteil der DNS gegen den 
fermentativen Abbau geschutzt war. 



Laserbestrahlung zur Offnung von Chloroplasten 

0. D;e Chloroplasten werden in selbstgezogenen 
Giaskapiliaren aufgenommen. Die Kapillaren ha- 
ben einen Innendurchmesser zwischen 15 — 25 jim. 
Die Offnung an der Spitze der Kapillare hat einen 
Durchmesser von 10 — 20 urn. 

: - D:c Chloroplasten sind in einem DNS-hakigen 
Puifcr 5uspendiert. 



55 



60 



P!:iN::i:d: 

K on /".Titration: 



pBR322;E. coli 
0.1 ug/ul 



t>5 



Die DNS ist mit dem Fluoreszenzfarbsioff Bisben- 
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